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RESUMO

O camardo marinho Litopenaeus vannamei em 2013 foi o responsavel
por 74% da producdo mundial de camardo, porém o seu cultivo sofre
grandes perdas na producdo causada por doencas virais e bacterianas.
Para diminuir a incidéncia de doencas tem se buscado por novas formas
de cultivo mais biosseguros, como o uso de aditivo alimentar que
melhorem a resposta imune e 0s pardmetros zootécnicos. Este estudo
tem como objetivo avaliar o uso do aditivo alimentar mananoproteina
(MP) na dieta de Litopenaeus vannamei cultivado em sistema
superintensivo com bioflocos. Foram formuladas trés dietas com
diferentes concentracées de MP (0,2g. kg™ 0,8g. kg™; 1,2g. kg™) e o
grupo controle sem a suplementagdo de MP. O experimento consistiu
em uma engorda na densidade de 400 camardes. m°, sendo que o peso
médio inicial dos camardes era de 3,64 + 0,07g. Foram avaliados os
pardmetros de qualidade de &gua, microbiota intestinal, histologia do
intestino médio e indices zootécnicos. O delineamento experimental foi
totalmente casualizado em triplicata. Os camarfes foram alimentados
quatro vezes ao dia durante 65 dias. Ao final do experimento, ndo foi
observada diferenga nos parametros de qualidade de agua em nenhum
tratamento (p<0,05). As vilosidades intestinais apresentaram maior area
de superficie interna nos animais alimentados com dieta suplementada
com 0,08% e 0,12% de MP (p<0,05). Os camarfes que receberam a
dieta contento MP, obtiveram cerca de 10% a mais na sobrevivéncia em
relacdo aos camarfes alimentados com a dieta controle (p<0,05). N&o
foi observada diferenga estatistica nos demais pardmetros zootécnicos
avaliados (peso final, ganho de peso semanal, biomassa final, eficiéncia
alimentar). Sendo assim a suplementacdo da dieta com mananoproteina
nas diferentes concentragdes, ocasionou uma melhora na sobrevivéncia
dos camardes e aumento na area de superficie do intestino médio.

Palavras-chave: Aquicultura, Litopenaeus vannamei, bioflocos,
prebiético, mananoproteina.






ABSTRACT

The marine shrimp Litopenaeus vannamei in 2013 was responsible for
74% of world production of shrimp, but his crop suffers heavy losses in
production caused by viral and bacterial diseases. To decrease the
incidence of disease has been searched for new ways of cultivation
biosseguros more, as the use of food additives that enhance the immune
response and performance parameters. This study aimed to evaluate the
use of mannoprotein prebiotic (MP) in the diet of Litopenaeus vannamei
grown in super intensive bioflocs system. For this, tree diets were
formulated with different concentrations of MP (0.2 g. kg™, 0.8 g. kg™,
1,2 g. kg™*) and the control group without supplementation MP. The
experiment consisted of a fattening in bioflocs with density of 400
shrimps/m® and the shrimps presented the initial weight of 3.64 + 0.07g.
It was evaluated the parameters of water quality, intestinal microbiota,
the midgut histology, and biological indices. The experimental design
was completely randomized in triplicate. Shrimps were fed four times a
day for 65 days. At the end of the experiment, there was no difference in
the water quality of the parameters in any treatment (p<0,05). The
intestinal villi had greater internal surface area in the fed with the diet
supplemented with 0.08% and 0.12% of MP (p<0,05). In technical
aspects, there was a higher survival (10%) in the treatments in which
shrimps were fed with diet containing MP, compared to the control
(p<0,05). There was no statistical difference in the remaining
performance parameters (final weight, weekly weight gain final
biomass, food conversion ratio (FCR)). Thus, supplementing the diet
with mannoprotein at different concentrations has shown an
improvement in survival of shrimps and an increase in the surface area
of the midgut.

Keywords: Aquaculture, Litopenaeus vannamei, bioflocs, prebiotic,
mannoprotein.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é um dos setores de producdo de alimentos que
mais cresce no mundo e apresenta uma taxa de crescimento médio anual
de 6,2%, com uma producdo de 66,6 milhdes de toneladas de animais
aquaticos e de 23,3 milhdes de toneladas de algas que gerou uma renda
US$ 137.700,00 milhGes e US$ 6.400,00 milhGes em 2012,
respectivamente (FAO, 2014). A producdo de crustaceos representou
9,7% da biomassa animal produzida (4,3 milhdes de toneladas) e gerou
uma renda de US$ de 30.864,00 milhdes em 2012. Dentre as espécies de
crustdceos produzidas, destaca-se o camardo branco do Pacifico
Litopenaeus vannamei, com uma producdo anual superior a trés milhGes
de toneladas em 2012 (FAO, 2014).

Apesar do Litopenaeus vannamei ser a espécie de camardo
marinho que tem maior producdo mundialmente (FAO, 2014), o cultivo
desta espécie é acometido por varias doencas. A maioria destas doencas
é causada por virus, como a sindrome de taura (TSV), a virus da
mionecrose infecciosa (IMNV), a necrose hipodermal hepatopancreatica
(IHHNV) e, o virus da Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus -
WSSV) (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008; LIGHTNER et
al., 2012a).

No entanto, as doengas bacterianas causas por Vibrio spp.
também tem se tornado um grande entrave no cultivo de camarfes
peneideos na América do Sul e na Asia (AUSTIN; ZHANG, 2006). Até
recentemente acreditava-se que as bactérias do género Vibrio apenas
reduziam a sobrevivéncia e o crescimento dos camarfes nos cultivos.
Porém, a Sindrome da Necrose Hepatopancredtica Aguda (Acute
Hepatopancreatic Necrosisa Syndrome- AHPNS) causa mortalidades
massivas, que até entdo eram apenas atribuidas as enfermidades virais
(NUNAN et al., 2014). A AHPNS é causada por uma cepa de bactéria
identificada como Vibrio parahaemolyticus, altamente patogénico, que
libera toxinas causadoras de disfun¢des no hepatopéncreas, resultando
em mortalidades massivas de juvenis de Litopenaeus vannamei
(LIGHTNER et al., 2012b; TRAN et al., 2013).

As bactérias do género Vibrio sdo tipicas de ambientes marinhos
e estuarinos (GHAZALEH; FROELICH; NOBLE, 2014) e fazem parte
da microbiota natural dos camares (LIGHTNER, 1996; LIU et al.,
2011). Elas podem representar risco ao cultivo quando o camardo
apresenta a capacidade imune diminuida ou esta fisiologicamente
estressado. Muitas vezes estas infec¢des sdo atribuidas a formas de
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manejo inadequadas e as condi¢es ambientais adversas, desencadeando
maior contaminacéo pelas bactérias (ALDERMAN; HASTINGS, 1998).

Para conter os surtos de doencas bacterianas sdo utilizados
indiscriminadamente  quimioterapicos com fins terapéuticos e
profilaticos, o que promove a selecdo cepas bacterianas resistentes aos
antibidticos (REBOUCAS et al., 2011; BANERJEE et al.,, 2012).
Karunasagar et al. (1994) ja relatavam a mortalidade de larvas de
Penaeus monodon causadas por cepas de Vibrio harveyi resistentes a
cloranfenicol, estreptomicina e eritromicina. Além disso, o0s
guimioterapicos podem deixar residuos no ambiente (TENDENCIA; LA
PENA, 2001; LE; MUNEKAGE; KATO, 2005; MARTINEZ, 2009) e
no camardo que sera consumido como alimento humano (MELO et al.,
2011; NORMAN et al., 2014; SUDHA et al., 2014).

A Unido Europeia proibiu, a partir de janeiro de 2006, o uso de
antibidticos na producédo animal. No Brasil, o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento ja proibiu o uso de diversos antibi6ticos tais
como o cloranfenicol e nitrofuranos (IN n° 09, 27/06/2003), quilononas
e sufonamidas (IN n° 26, 9/07/2009), espiramicina e eritromicina (IN n°
14, 17/05/2012) (apud SILVA, 2014).

Devido a restricdo no uso de antibidticos, tem se buscado novas
alternativas de controle das patologias, como o0 uso de aditivos
alimentares os quais atuam modificando a microbiota intestinal do
animal e o seu sistema imunoloégico (DEFOIRDT, 2014). Aliado ao uso
de aditivos alimentares, a utilizacdo de cultivos biosseguros, com
minima renovacdo de agua e altas densidades de estocagem, como o
caso do cultivo em sistema de bioflocos (CRAB et al., 2012; FROES et
al., 2013), possibilitam a producdo de camardes marinhos em regides
onde os agentes etioldgicos se tornaram endémicos (POERSCH et al.,
2012).

1.1 CULTIVO SUPERINTENSIVO DE CAMARQOES EM
SISTEMA DE BIOFLOCOS

O cultivo de camardes em bioflocos propicia o aumento da
produtividade através da elevacdo da densidade de estocagem
(AVNIMELECH, 1999), que pode chegar até 900 camardes por metro
cubico (McABEE et al., 2003). O cultivo de camares em bioflocos,
também chamado de “Biofloc Technology System” — (BFT), foi assim
denominado devido a aparéncia de flocos dos aglomerados microbianos
gue se formam na &gua do cultivo (CRAB et al., 2007). Esse biofloco
microbiano é composto principalmente por aglomerado de bactérias,
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mas também contém microalgas, protistas, nematédeos e outros
pequenos animais, exoesqueletos, fezes de camardes e restos de ragdo
(BURFORD et al., 2003).

Os bioflocos microbianos sdo formados pela adi¢do de uma fonte
de carbono orgénico (melago de cana-de-agUcar, sacarose, dextrose entre
outras) na agua rica em compostos nitrogenados, com suprimento de
aeracdo para oxigenagdo, movimentacdo e mistura (DE SCHRYVER et.
al., 2008) (Figura 1). O carbono orgénico é utilizado como fonte de
carbono e energia por bactérias heterotroficas presentes na agua do
cultivo, que assimilam a amonia ionizada como fonte de nitrogénio,
imobilizando este composto nitrogenado sob a forma de biomassa
bacteriana que crescem como bioflocos (EBELING; TIMMONS;
BISOGNI, 2006). Para favorecer o crescimento destas bactérias
heterotrdficas, é necessario manter a relagdo carbono / nitrogénio (C:N)
na agua acima de 10:1 (AVNIMELECH, 1999; ASADUZZAMAN et
al., 2008; XU; PAN, 2013).

A aplicacdo destas fontes de carbono organico na agua do cultivo
possibilita o controle dos compostos nitrogenados toxicos aos camardes
(amonia e nitrito), que sdo oriundos da excrecdo dos animais e da
decomposicdo da matéria organica (DE SCHRYVER et. al., 2008;
AVNIMELECH; KOCHBA, 2009). Neste sistema de cultivo, o efetivo
controle das concentracbes de compostos nitrogenados téxicos na dgua é
que possibilita a elevacdo das densidades de estocagem, resultando em
maior produtividade (AVNIMELECH, 1999).

Além das bactérias heterotréficas, também estdo presentes na
agua do cultivo as bactérias quimioautotréficas (oxidadoras de aménia e
nitrito) (EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006). Essas bactérias sdo
relativamente mais eficientes na remocdo da amonia no cultivo, mas
possuem crescimento lento, atrasando o estabelecimento de uma
populacdo no tanque que seja capaz de manter 0S compostos
nitrogenados toxicos em concentragfes dentro dos niveis recomendados
ao cultivo (AVNIMELECH, 2012). Com o inicio do processo de
nitrificacdo, se caracteriza uma nova fase no cultivo em bioflocos
(SCHVEITZER et al.,, 2013a). Nesta fase, onde 0s compostos
nitrogenados toxicos sdo predominantemente controlados por bactérias
guimioautotroficas, ndo se faz mais necessaria a aplicacdo de carbono
organico na &gua. Entretanto, devido & liberagdo de ions hidrogénio pelo
processo de nitrificacdo, ocorre queda acentuada da alcalinidade da
agua, que deve ser corrigida pela aplicacdo de cal hidratada ou
bicarbonato de sédio na agua (FURTADO et al., 2011).
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Didaticamente, o bioflocos pode ser dividido em duas fases
cronologicas: na primeira predominam bactérias heterotréficas e na
segunda as bactérias quimioautotréficas. Em geral, o surgimento das
bactérias autotrdficas acontece entre 15-22 dias apds o inicio da
fertilizacdo orgénica da agua (AVNIMELECH, 2012). Entretanto, as
vias heterotroficas e autotréficas de controle da aménia na agua do
cultivo ndo sdo excludentes e podem estar presentes simultaneamente ao
longo de todo cultivo (LARA, 2012). Quando a agua de um cultivo em
bioflocos apresenta processo de nitrificagdo pode ser denominada “agua
de bioflocos madura” (FURTADO et al., 2014).

Figura 1: Representacdo esquematica da formacéo do bioflocos em uma
unidade de cultivo de camardo marinho.

Unidade de Cultivo + aeracdo

Racdo +
Fonte de Cg\
Carbono

©)

\Fonte deC

Nitrogénio inorganico

Fonte: Adaptado de Crab et al. (2012).

Existe também uma terceira via de remocdo dos compostos
nitrogenados toxicos da &gua do cultivo em bioflocos, a via
fotoautotréfica, representada por organismos fotossintetizantes
(EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006). No entanto, nos cultivos
superintensivos com bioflocos, a producdo primaria bruta € minima
(SCHVEITZER et al., 2013a), sendo que a contribuicdo das algas na
remocdo de nitrogénio amoniacal da agua diminui a medida que
aumenta a intensificacdo do cultivo (HARGREAVES, 2006). Nos
cultivos de camarfes em sistemas com minima renovacdo de agua, a
taxa de fotossintese diminui a medida que aumenta a taxa de
arracoamento, chegando a ser nula a contribuicdo das algas nos cultivos
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superintensivos com taxas de arragoamento acima de 700 kg/hectare por
dia (HARGREAVES, 2013).

Devido a estas caracteristicas, o cultivo de camardes em bioflocos
surge como alternativa para aumentar a produtividade, reduzir gastos
com captacdo e renovacdo de agua e, consequentemente, diminuir a
constante eliminagdo de efluentes (DE SCHRYVER et. al., 2008). O
fato de haver renovacao de agua minima, evita a entrada de vetores ou
de microrganismos patogénicos, funcionando como uma barreira
sanitaria e uma eficaz medida de biosseguridade. Além disso, pode
diminuir o potencial infeccioso de vibrios e outros patégenos, mesmo
guando estes estdo presentes na dgua do cultivo (CRAB et al., 2010).

1.2 ADITIVOS ALIMENTARES

A industria aquicola enfrenta vérios desafios importantes com
relacdo ao controle de doencas infecciosas. O uso indiscriminado de
antibidticos leva a selecdo de cepas de bactérias resistentes. Assim, tem
se buscado novas estratégias para o controle de doengas bacterianas com
0 uso de aditivos alimentares.

1.2.1  Imunoestimulantes e Fitoterapicos

Um imunoestimulante € uma substancia que aumenta o0s
mecanismos de defesa ou resposta imune (inata e adaptativa) dos
animais, tornando-os assim mais resistentes a doencgas e agressdes
externas (ANDERSON, 1992). Os imunoestimulantes podem ser
obtidos de vérias fontes naturais ou por sintese quimica dos produtos
naturais, sendo derivados de microrganismos, parede celular de diversas
bactérias, fungos, micro e macroalgas. Entre os compostos ativos
capazes de gerar imunoestimulacdo estdo os fragmentos
peptideoglicanos, os lipopolissacarideos, lipopeptideos, polissacarideos
sulfanados, aciloligopeptideos, peptideos bacterianos especificos e B-
glicana (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008).

Atualmente existem estudos que avaliam a acédo de fitoterapicos
na carcinicultura como imunoestimulantes frente a infec¢bes causadas
por Vibrios e virus. A utilizacdo de extrato das macroalgas Saragassum
wightii,  Chaetomorpha  antennina,  Enteromorpha  flexuosa
(IMMANUEL et al, 2012; THANIGAIVEL et al, 2014
VELMURUGAN et al., 2015). E extrato de microalgas Porphyridium
cruentum e Chaetoceros calcitrans adicionadas a ragido (OZORIO,
2013; SERASPE et al., 2014), promoveram aumento do ganho de peso e
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resisténcia ao Vibrio algynoliticus e uma maior sobrevivéncia frente ao
Vibrio Harvey, respectivamente.

1.2.2  Acidos organicos

Hoje em dia vém se aumentando as pesquisas usando como
aditivo alimentar os 4cidos orgéanicos e seus sais. Os &cidos organicos
agem principalmente sobre as bactérias Gram-negativas. Os acidos em
sua forma ndo ionizada penetram pela parede celular das bactérias,
causando um desequilibrio idnico no interior da célula bacteriana,
levando a sua morte por exaustdo (LUCKSTADTS, 2008; DEFOIRDT
et al., 2009). Eles também podem diminuir a absorcdo de ferro pelas
bactérias patogénicas por formarem complexos quelantes, inibindo seu
crescimento (JONES, 1998; CARDOSO; NOGUEIRA, 2007).

Ainda sdo poucos 0s estudos com camardes que testam &cidos
organicos, mas as pesquisas ja realizadas avaliando a suplementacdo na
dieta com citrato de sodio, formiato de célcio, acetato, butirato, lactato,
propionato de sodio, separadamente ou como um mix de sais,
demonstraram 0 aumento na sobrevivéncia e no crescimento dos
animaia, e maior resisténcia a infeccdo por vibrios (LUCKSTADTS,
2008; SILVA et al, 2013; ROMANO; KOH; NG, 2015).

1.2.3  Probiéticos

Os probidticos sdo usados hd muito tempo na producdo animal,
mas hé alguns anos comegaram a ser usados na aquicultura. Existem
varias definicdes de probidtico, sendo que uma das mais aceitas na
aquicultura é a de Gatesoupe (1999): “probidtico ¢é qualquer
microrganismo Vivo que, ao ser ministrado, coloniza o trato digestorio
dos animais de cultivo com o objetivo de melhorar a salde destes
animais”.

Existem duas formas de administrar os probidticos: na dgua de
cultivo ou via alimentagdo. As cepas de bactérias mais utilizadas como
probidtico sdo dos géneros Bacillus, Vibrios e bactérias acidos lacticas
(VIEIRA, 2010).

As pesquisas demonstram que o0s probi6ticos aumentam a
sobrevivéncia (LIU et al., 2010) e diminuem a concentracdo de Vibrios
sp presente na microbiota intestinal (BOONTHAI;
VUTHIPHANDCHAI; NIMRAT, 2011; RAMIREZ et al., 2013).

Também podem aumentar a resposta imune
(NAVINCHANDRAN et al., 2014), a resisténcia a infeccdo por



23

patégenos (ZOKAEIFAR et al., 2012) e melhoram os parametros de
gualidade de 4gua (WU et al., 2014; KRUMMENAUER et al., 2015).

1.2.4  Prebioticos

Os prebidticos sdo definidos como ingredientes alimentares néo
digestiveis (fibras), que afetam beneficamente o hospedeiro,
estimulando o crescimento e a atividade de um determinado nimero de
bactérias no intestino (GIBSON, ROBERFROID, 1995). Para um
composto ser considerado prebidtico, ele tem que cumprir alguns
pressupostos como: resistir & hidrolise acida e enzimatica do trato
intestinal, ser um substrato seletivo para o crescimento de bactérias
benéficas, induzindo a efeitos benéficos na salde do animal (GIBSON,
ROBERFROID, 2008; O’SULLIVAN et al., 2010).

Os prebidticos iram servir como fonte de energia para as bactérias
intestinais podendo ser chamado de sacarideos (ROBERFROID, 1993).
Existem alguns trabalhos, em vertebrados, que sugerem a acdo de um
imunosacarideos que agem de forma direta no sistema imune inato, sem
a necessidade dos probidticos (KOCHER, 2004). Entretanto, estes
prebidticos ndo é necessariamente um imunoestimulante e vice e versa.
A atividade imunomoduladora do prebi6ticos é mediada pelas interacGes
com o0s receptores de reconhecimento padrdo (PRR) das células, os
guais sdo expressos em macrofagos que ligam a receptores de
transdugdo de sinal como NF-kB que estimulam a resposta imune
(SONG et al., 2014). Este sacarideo também pode interagir com PRRs
sob a forma de micrébio associado padrfes moleculares (MAmps), tais
como proteina glicosilada ou o polissacarideo capsular de bactérias,
desencadear uma resposta imune (SONG et al., 2014). Contudo, em
crustaceos, que carecem de sistema imune adaptativo, ainda ndo esta
bem definido como os prebidticos podem agir na modulagéo do sistema
imunoldgico. Desta forma, o prebidtico pode agir de duas maneiras:
através da estimulacdo direta do sistema imune inato, ou através do
aumento do crescimento da microflora do trato intestinal (SONG et al.,
2014) (Figura 2).



24

Figura 2: Modo de acao dos prebidticos.

Prebidticos
Resisténcia ao trato
gastrointestinal
Fermentacdo seletiva da Reconhecimento dos prebidticos
microbiota benéfica pelos receptores de MAMP. Ex:
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A 4 A 4
Mudanca da microbiota Estimulacdo da imunidade
intestinal. Ex: Aumento de inata.
Lactobacillos e de Ex: Aumento da atividade
Bifidobacteria ROS, fagocitose e lisozima
Melhora a
salde do
animal

Fonte: Adaptado de O’sullivan et al. (2010) e Song et al. (2014).

Os prebidticos sdo encontrados em aclcares absorviveis ou néo,
fibras, peptideos, proteinas, &lcoois de aguUcares e oligossacarideos
(BARATA, 2012). Os prebidticos mais estudados e usados na
aquicultura sdo os oligossacarideos como o frutoligossacarideo (FOS),
glucoligossacarideo  (GOS), mananoligossacarideo(MOS) e 0s
polissacarideos, como a inulina e as B-glucanas (SONG et al. 2014).

Existem alguns estudos com prebidticos em camardo. Ramirez et
al. (2013) avaliaram os efeitos da suplementacéo de 5 g. kg™ de inulina
administrada individualmente e em conjunto com o probiotico. Neste
trabalho foi observado que os efeitos simbidticos da inulina com o
probiotico sdo capazes de mudar a microbiota gastrointestinal, e
aumentar a resposta imune frente ao Vibrio algynoliticus. Contudo, a
inulina sozinha ndo aumentou a resisténcia a este patdgeno e nem o
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crescimento do camardo L. vannamei. Zhang et al. (2012) e Cuong et al.
(2013) utilizando 4 g. kg™ de mananoligossacarideo (MOS) na ragéo do
camardo marinho L. vannamei, observaram uma diminuicdo na
concentracdo de Vibrios spp na microflora intestinal, aumento no ganho
de peso semanal do camarao e maior resisténcia ao estresse por améniae
frente ao desafio experimental por Vibrio harveyi, respectivamente.

1.2.4.1 Mananoproteina (MP)

O MOS, quando ligado a uma proteina, forma um complexo
chamado de Mananoproteina (MP) (MORALES-LOPEZ et al., 2009).
Portanto, a MP é um prébidtico, derivado da parede celular da levedura
(PCL) Saccharomyces cerevisiae. A PCL é composta por trés partes: 1)
a glucana (1,3-B e 1,6-f glucano), que compde de 50 a 60% da PCL, 2) a
quitina, de 1 a 10% da PCL e 3) a mananoproteina, de 30-40% da PCL
(MORENO et al., 2008).

A distribuicdo destes componentes estd organizada em duas
camadas principais, sendo a externa composta de mananoproteinas e
tendo a funcdo de reconhecimento, interagdes célula/célula e interacGes
com o0 ambiente que determinam a especificidade imunoldgica da
levedura. A camada interna, composta por B-glucanos e quitina, é
responsavel pela rigidez da parede celular e define sua forma (GARCIA,
2008; GOMES, 2009), sendo sua estrutura interconectada por ligagdes
covalentes (apud BARATA, 2012) (Figura 3).

Figura 3: Composicdo da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae.

Mananoproteina
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Fonte:http://www.sigmaaldrich.com/technicaldocuments/articlesbiofiles
fantifungals.html)

As mananoproteinas possuem fungBes enzimaticas e estruturais
na levedura, e também possuem uma importante agéo biol6gica em aves
e suinos, em nivel intestinal, aumentando a resposta imune, estimulando
o crescimento e melhorando a conversdo alimentar (MAIORKA et al.,
2001; DAVIS et al., 2004; IGLESIAS-HERNANDEZ et al., 2013). A
MP s@o polipeptideos altamente glicosilados que formam estruturas de
grande porte no exterior da parede celular da levedura (LIPKE;
OVALLE, 1998). Muitas mananoproteinas na levedura apresentam
glicanos ligados ao nitrogénio com uma estrutura de manose e
glicosaminaglicanos (LIPKE; OVALLE, 1998). As mananoproteinas
sdo constituidas de 50 a 200 unidades de manose, com ligacOes
glicosidicas 0-1,6, a-1,2 e a-1,3. (LIPKE; OVALLE, 1998)

Estudos usando as fragcBes de leveduras ricas em mananos
apresentam efeito benéfico sobre a salde e a produtividade animal
(GENC et al., 2007; TORRECILLAS et al., 2013; EDWARDS et al.,
2014). O prebidtico mais wusado rico em manano Sd0 0S
mananoligossacarideo. A parte manano deste prebidtico atua nas
bactérias Gram-negativas por dois mecanismos: aglutinacdo das
fimbrias tipo | e modulagdo da resposta imune do hospedeiro, sendo o
primeiro aparentemente o mais discutido na literatura (COSTA, 2014).
A colonizacdo intestinal é reconhecida como ponto inicial da infeccdo
bacteriana nos enterdcitos; as lectinas manose-especificas das fimbrias
tipo | das bactérias reconhecem e se ligam as glicoproteinas nas células
do hospedeiro (ricas em manose) (MORAN, 2004). Desta forma, ocorre
o0 blogueio competitivo das lectinas das fimbrias bacterianas, impedindo
o0 primeiro a infeccdo bacteriana dos enterdcitos (MORAN, 2004).

Como a mananoproteina (Actigen®™) é um produto derivado do
mananoligossacarideo, faz com que a estrutura do MOS responsavel
pela aglutinagdo de bactérias seja fornecida de forma concentrada,
aumentando assim a probabilidade da ligacdo prebidtico-bactéria e
minimizando as interacdes de bactérias Gram- negativas com 0s
enterdcitos (HOOGE et al., 2013).

1.2.4.1.1 Uso de Mananoproteina na alimentacédo animal

Estudos que avaliam o uso de mananoproteina (MP) como aditivo
alimentar na alimentacdo animal sdo escassos €, até o presente, ndo
foram encontrados estudos na literatura que avaliem seu uso na
aquicultura.
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Os poucos estudos publicados foram realizados com frangos e
sufnos. Onde a inclusdo de 0,4 g. kg™ de MP na racéo e sua associacdo
ao antibiético Halquinol ndo resultou na melhoria dos parametros
zootécnicos de frangos (BARATA, 2012). Contudo, 0 MP teve um
efeito protetor da integridade intestinal dos frangos (BARATA, 2012).
O mesmo foi observado por Moralez-L6pes et al. (2009), onde a racdo
de frango de corte foi suplementada com 95 mg. kg™ até 190 mg. kg™,
apresentando apenas aumento nas vilosidades intestinais do trato
digestivo.

Em estudos realizados com suinos, observou-se menor
prevaléncia da Salmonella na carcaca pré-abate em suinos alimentados
com 1,6 g/kg no desmame (0-35 dias), 0,8 g/kg de MP na ragdo de 36 a
50 dias e 0,4 g/kg de 51 a 100 dias (COSTA, 2014). Adicionalmente,
houve aumento do crescimento e incremento da carcaga em suino
alimentado com 0,4 g/ kg (0 a 38 dias) e 0,2 g/ kg (39 a 80 dias) de MP
na racdo (EDWARDS et al., 2014).

2 JUSTIFICATIVA

O sistema de bioflocos € um cultivo biosseguro, no entanto,
apresenta alto custo de implantagdo e produgdo. Para a viabilizacdo
deste sistema em escala comercial, faz-se necessario o desenvolvimento
de tecnologias que diminuam estes custos e melhorem os indices
produtivos do sistema. Neste contexto, pesquisas com a utilizacdo de
prebidticos, como a mananoproteina, em sistema de bioflocos, séo
promissoras. Os prebidticos podem atuar como moduladores da
microbiota intestinal dos camardes, incrementando indiretamente os
parametros zootécnicos (sobrevivéncia, crescimento, ganho de peso,
conversao alimentar, produtividade e tempo de cultivo). Desta forma,
fica demonstrada a importancia de pesquisa utilizando os prebi6ticos no
sistema de cultivo de bioflocos.

3 HIPOTESE

A suplementacdo na dieta com mananoproteinas resultard em
melhor desempenho zootécnico, aumento das vilosidades intestinais e
diminuindo a concentracdo de bactérias vibrionaceas na microbiota
intestinal de L. vannamei cultivado em sistema de bioflocos.
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4 OBJETIVO

4.1 Obijetivo geral

Contribuir para o desenvolvimento do cultivo de camardo L.
vannamei em sistema superintensivo de bioflocos através da avaliacao
da suplementacéo dietética com mananoproteinas.

4.2 Obijetivo especifico

Avaliar o wuso de dieta suplementada com diferentes
concentracdes (0,2 g. kg, 0,8 g. kg, 1,2 g. kg™*) de mananoproteinas
no cultivo de L. vannamei em sistema superintensivo bioflocos
microbianos sobre:

e O desempenho zootécnico dos camardes (sobrevivéncia,
eficiéncia alimentar, ganho de peso e produtividade);

e Os parametros morfometricos das vilosidades intestinais
dos camardes.

e A contagem bacteriana do intestino de camardes.
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5 FORMATACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo esta dividida em duas partes: a primeira
introdutéria, referente a revisdo bibliografica sobre o tema, a
justificativa e os objetivos do trabalho. A segunda parte € um artigo
cientifico, formatado de acordo com as normas da revista “Aquaculture
Engineering”, referente a pesquisa realizada sobre o tema apresentado.
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ARTIGO CIENTIFICO

Efeitos benéficos da suplementacéo de mananoproteina no cultivo
de camard&o branco do Pacifico m sistema de bioflocos.

Departamento  de Agquicultura, Centro de Ciéncias Agrérias,
Universidade Federal de Santa Catarina, Rod. Admar Gonzaga, 1346,
88034-001, Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. *Autor para
correspondéncia. E-mail: marysol_sr@hotmail.com



31

6 ARTIGO CIENTIFICO

6.1 Resumo

Foi avaliado o uso do prebidtico mananoproteina (MP) na dieta de
Litopenaeus vannamei cultivado em sistema superintensivo com
bioflocos. Foram formuladas trés dietas com diferentes concentragdes de
MP (0,29. kg™; 0,8g. kg™; 1,29. kg™) e o grupo controle sem a
suplementacdo de MP. O experimento consistiu em uma engorda na
densidade de 400 camardes. m®, sendo que o peso médio inicial dos
camardes era de 3,64 = 0,07g. Foram avaliados os parametros de
qualidade de agua, microbiota intestinal, histologia do intestino médio e
indices zootécnicos. O delineamento experimental foi totalmente
casualizado em triplicata. Os camarbes foram alimentados quatro vezes
ao dia durante 65 dias. Ao final do experimento, ndo foi observada
diferenca nos parametros de qualidade de agua em nenhum tratamento
(p<0,05). As vilosidades intestinais apresentaram maior area de
superficie interna nos animais alimentados com dieta suplementada com
0,08% e 0,12% de MP (p<0,05). Os camar@es que receberam a dieta
contento MP, obtiveram cerca de 10% a mais na sobrevivéncia em
relacdo aos camardes alimentados com a dieta controle (p<0,05). N&o
foi observada diferenca estatistica nos demais parametros zootécnicos
avaliados (peso final, ganho de peso semanal, biomassa final, eficiéncia
alimentar). Sendo assim a suplementacéo da dieta com mananoproteina
nas diferentes concentracfes, ocasionou uma melhora na sobrevivéncia
dos camardes e aumento na area de superficie do intestino médio.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, prebidtico, levedura,
microbiota intestinal, morfologia intestinal, cultivo superintensivo,
cultivo mixotréfico.
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6.2 Abstract

This study aimed to evaluate the use of mannoprotein prebiotic (MP) in
the diet of Litopenaeus vannamei grown in super intensive bioflocs
system. For this, tree diets were formulated with different concentrations
of MP (0.2 g. kg™, 0.8 g. kg™, 1,2 g. kg™*) and the control group without
supplementation MP. The experiment consisted of a fattening in
bioflocs with density of 400 shrimps/m® and the shrimps presented the
initial weight of 3.64 + 0.07g. It was evaluated the parameters of water
quality, intestinal microbiota, the midgut histology, and biological
indices. The experimental design was completely randomized in
triplicate. Shrimps were fed four times a day for 65 days. At the end of
the experiment, there was no difference in the water quality of the
parameters in any treatment (p<0,05). The intestinal villi had greater
internal surface area in the fed with the diet supplemented with 0.08%
and 0.12% of MP (p<0,05). In technical aspects, there was a higher
survival (10%) in the treatments in which shrimps were fed with diet
containing MP, compared to the control (p<0,05). There was no
statistical difference in the remaining performance parameters (final
weight, weekly weight gain ,final biomass, food conversion ratio
(FCR)). Thus, supplementing the diet with mannoprotein at different
concentrations has shown an improvement in survival of shrimps and an
increase in the surface area of the midgut.

Keywords: Litopenaeus vannamei, prebiotic, yeast, intestinal
microbiota, intestinal morphology, mixotrophic cultivation



33

6.3 Introducéo

Dentre as espécies de camarfes cultivados atualmente, destaca-se
0 camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei, que representou
74% de todo camardo cultivado em 2013 (FAO-FISHSTAT, 2015).
Embora o cendrio produtivo global apresente expressivo crescimento
(FAO, 2014), é comum que ocorram perdas regionalizadas na producéo,
causando prejuizos aos produtores e na economia dos locais afetados
(SHEKAR; PRADEEP; KARUNASAGAR, 2012). As enfermidades
virais e bacterianas sdo as principais causas de prejuizo na
carcinicultura. Estas sdo desencadeadas pelo uso de pos-larvas
infectadas, eventos climaticos adversos a espécie, deficiéncias
nutricionais, compostos toxicos na agua, eutrofizacdo e acumulo de
matéria organica (KAUTSKY et al., 2000).

Recentemente foi descoberta a doenca AHPNS (Acute
Hepatopancreatic Necrosisa Syndrome), causada pelo Vibrio
parahaemolyticus (TRAN et al., 2013). Esta doenca tem causado
mortalidades massivas de camardo branco do Pacifico em cativeiro e
consequentemente prejuizos na China, Vietnd, Malasia, Tailandia
(LIGHTNER, 2012a) e México (NUNAN et al., 2014).

O tratamento as infeccBes bacterianas com a utilizacdo
indiscriminada de antibidticos pode promover a selegdo de cepas
resistentes, o que dificulta o controle destas enfermidades (OANH,
2014). Uma das alternativas ao uso de antibiéticos € o emprego de
aditivos alimentares (SILVA et al. 2013). Os aditivos alimentares s&o
substancias adicionadas em pequenas quantidades, que melhoram as
caracteristicas do alimento ou dos produtos animais (ROSEN, 1996;
FAO, 2001). Entre os diversos tipos de aditivos utilizados, os
prebidticos atuam como moduladores da mucosa intestinal, favorecendo
o0 desenvolvimento de bactérias benéficas e reduzindo a colonizacéo das
espécies patogénicas (SAAD, 2006).

Os prebidticos sdo de mais fécil suplementacdo na raglo e
possuem baixo custo de producdo, quando comparados aos probi6ticos
(RINGO et al., 2010). Eles sdo ingredientes ndo digestiveis que afetam
beneficamente a microbiota intestinal do hospedeiro, estimulando
seletivamente o0 crescimento e/ou a atividade de algumas bactérias,
melhorando assim a salde do hospedeiro (GIBSON; ROBERFROID,
1995). Os prebidticos mais utilizados na aquicultura sdo o0s
oligossacarideos frutoligossacarideo (FOS), glucoligossacarideo (GOS),
mananoligossacarideo (MOS) e os polissacarideos inulina e B-glucanas
(SONG et al. 2014). Podem aumentar o tamanho das vilosidades e
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microvilosidades intestinais, aumentar a atividade do sistema
imunoldgico e impactar positivamente nos pardmetros zootécnicos de
peixes e camardes (ZHANG et al., 2012; TORRECILLAS et al., 2013;
SANG; KIEN; THUY, 2014).

Apesar desses estudos promissores sobre 0 uso de prebidticos na
aquicultura, a mananoproteina (MP), derivada da parede celular da
levedura Saccharomyces cerevisiae, e formada pela juncdo de uma
proteina com um mananoligossacarideo (MOS) (MORALES-LOPEZ et
al., 2009), ainda ndo foi avaliada no cultivo de camar@es. Estudos
realizados com aves, que avaliaram a acdo da MP, demonstram melhora
na conversdo alimentar, aumento no crescimento, sobrevivéncia
(MATHIS et al., 2012), e nos pardmetros imunoldgicos, além de
melhora na integridade do trato intestinal (MORALES-LOPEZ et al.,
2009). J& em suinos, ndo foram observadas diferengas nos pardmetros
zootécnicos, mas houve reducdo na soroprevaléncia de Salmonella na
carcaca do animal (COSTA, 2014).

Além do uso de aditivos alimentares, outro modo de conter a
incidéncia de doencas (POERSCH et al, 2012) e aumentar a
produtividade no cultivo de camarfes e peixes € o uso do sistema de
bioflocos (AVNIMELECH, 1999). Neste sistema, observa-se aumento
da produtividade, devido ao aumento da densidade de cultivo, por causa
do melhor controle dos compostos nitrogenados feito pelas bactérias
heterotréficas (AVNIMELECH, 1999; EBELING; TIMMONS;
BISOGNI, 2006) e quimioautotréficas, presentes nos bioflocos
microbianos (EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006). Neste sistema
de cultivo, a possibilidade de entrada de vetores e patdgenos é reduzida,
em razdo da minima renovagdo de &gua necessaria para manter a
gualidade de &4gua para os animais cultivados. (CRAB et al., 2010).

A maioria dos estudos com aditivos alimentares vem testando
probidticos no sistema de criacdo com bioflocos, até o presente
momento ndo ha na literatura trabalhos que testam o uso de prebidticos
na nutricdo de camardo criado em sistema de bioflocos. Ndo obstante,
também ndo é conhecido o efeito do prebidtico mananoproteina na
carcinicultura. Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar se a
suplementacdo da dieta com mananoproteinas resultard em melhor
desempenho zootécnico, aumento das vilosidades intestinais e
diminuindo a concentracdo de bactérias vibrionaceas na microbiota
intestinal de Litopenaeus vannamei cultivado em sistema de bioflocos.
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6.4 Material e métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Camardes
Marinhos (LCM) do Departamento de Aquicultura da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), na regido Sul do Brasil, no periodo
de julho a setembro de 2014, tendo duragéo de 65 dias.

6.4.1 Material bioldgico

A pesquisa foi desenvolvida com a espécie de camardo marinho
Litopenaeus vannamei, livre de patdgenos especificos (SPF- Specific
Pathogen Free) de notificacdo obrigatdria pela Organizacdo Mundial de
Salde Animal). Os animais foram adquiridos da Aquatec LTDA,
localizada em Canguaretama, Rio Grande do Norte, Brasil. Os camardes
foram cultivados em sistema de bioflocos até atingirem o peso médio
inicial de 3,64 + 0,07 g.

6.4.2 Preparagdo das dietas experimentais

Foram formuladas cinco dietas experimentais com 39% de
proteina bruta (Tabela 1) com base nas recomendacdes e exigéncias
nutricionais para Litopenaeus vannamei (FOX et al., 1995; NRC, 2011;
ZHOU et al., 2012). Essas dietas foram formuladas com o auxilio do
software Feedsoft® Professional, versdo 3.14 (Feedsoft Corporation,
Richardson, TX, USA).

Os ingredientes secos da dieta foram previamente moidos e
peneirados (600 pm). Macro e microingredientes foram misturados
separadamente até formarem uma mistura homogénea. Posteriormente
0s microingredientes foram adicionados aos macroingredientes e
misturados por 10 min em misturador horizontal (Inbramag, modelo
2129). Logo ap6s, esta mistura foi colocada em uma batedeira (G. Paniz,
modelo BP 20C) onde foram adicionados o dleo de figado de bacalhau,
6leo de soja e a lecitina de soja. Foi entdo retirada uma amostra de 0,5 g
para determinagdo do teor de umidade, mensurada em um analisador de
umidade (Ohaus, modelo MB 45). Com bases no resultado do teor de
umidade, adicionou-se agua até atingir entre 20 a 23% de umidade,
realizando-se nova mistura por 10 min. A massa resultante foi extrusada
a 85 °C em uma extrusora com capacidade de 40 kg.h™ (Inbramag,
modelo MX40). Apds este processo, a ragao foi seca em estufa (Tecnal,
modelo TE - 394/3) com renovacéo e circulacdo de ar a 50°C até atingir
8% de umidade (Anexo 1). A mananoproteina (Actigen®) (Anexo 2) foi
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adicionada a mistura substituindo o caulim, utilizado como ingrediente
de preenchimento.

Tabela 1: Formulacdo e composigdo das dietas experimentais para
juvenil de camardo marinho L. vannamei, com suplementacdo crescente
de Mananoproteina (MP).

Mananoproteina, g. kg™

Ingredientes (g. kg™) Controle 0,2 0,8 1,2
(0,00)

Farelo de soja 450,0 450,0 450,0 450,0
Farinha de residuo de salméo 190,0 190,0 190,0 190,0
Farinha de trigo 150,0 150,0 150,0 150,0
Caulim 90,0 89,8 89,2 88,8
Lecitina de soja 30,0 30,0 30,0 30,0
Fosfato monocalcico 20,0 20,0 20,0 20,0
Cloreto de sodio 15,0 15,0 15,0 15,0
Sulfato de magnésio 15,0 15,0 15,0 15,0
Premix vitaminico-mineral® 13,5 135 135 13,5
Oleo de figado de bacalhau 10,8 10,8 108 10,8
Oleo de soja 10,0 10,0 10,0 10,0
Carboximeticeluloce 5,0 5,0 50 5,0
Vitamina C 0,7 0,7 0,7 0,7
Mananoproteina’ 0,0 0,2 0,8 1,2
Composicao centesimal (%, expressa na matéria seca)

Umidade 9,4 8,0 8,4 6,9
Proteina bruta 43,7 43,3 42,7 42,8
Cinzas 18,7 18,6 18,7 18,7
Extrato etéreo 8,7 8,4 8,6 9,0
Fibra bruta 4,4 5,4 6,3 3,7

!Niveis de garantia por kg do produto (segundo o fabricante): vitamina A,
1.250.000 Ul; vitamina D3, 350.000 Ul; vitamina E, 25.000 Ul; vitamina
K3, 500,0 mg; vitamina B4, 5.000,0 mg; vitamina B,, 4.000,0 mg; vitamina
Bs, 10,0 mg; acido nicotinico, 15.000,0 mg; acido pantoténico, 10.000,0
mg; biotina,150,0 mg; acido félico, 1.250,0 mg; vitamina C, 25.000,0 mg;
colina, 50.000,0 mg; inositol, 20.000,0 mg; ferro, 2.000,0 mg; cobre,
3.500,0 mg; cobre quelado, 1.500,0 mg; zinco, 10.500,0 mg; zinco
quelado, 4.500,0 mg; manganés, 4.000,0 mg; selénio, 15,0 mg; selénio
quelado, 15,0 mg; iodo, 150,0 mg; cobalto, 30,0 mg; cromo, 80,0 mg;
veiculo, 1.0000,0g; °Alltech Brasil Agroindustrial Ltda (Araucéria, PR,
Brasil) .
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6.4.3 Delineamento experimental e unidades experimentais

O experimento consistiu no cultivo de camardes em sistema de
bioflocos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com trés réplicas, sendo testadas trés concentracfes de mananoproteina
(0,2g. kg™, 0,8g. kg™ e 1,2g. kg™) na dieta e o grupo controle sem a
inclusdo da mananoproteina.

O cultivo foi realizado dentro de estufa retangular coberta com
filme de polietileno de 20 p. Foram utilizadas 12 unidades
experimentais (tanque circular de polietileno com fundo plano e volume
atil de 800 L) (Anexo 3).

Cada tanque estava equipado com aquecedor elétrico de titanio
(800 W), controlado por termostato (Fullgauge®, modelo MT511Ri);
anel central de aeracdo no fundo, feito com 40 cm de mangueira
microporosa e alimentado por soprador radial elétrico; bandeja para
alimentacdo de camardes (WASIELESKY et al., 2006); seis substratos
artificiais submersos por tanque, equivalente a 100% de éarea de
superficie do tanque (SCHVEITZER et al., 2013a); tanque de
decantacdo de s6lidos com volume de 20 L (Anexo 4).

Todos os tanques foram preenchidos com agua de bioflocos
maduro proveniente de um tanque matriz, com salinidade 35 g. L™,
alcalinidade 156 mg. L™, pH 7,86, amonia 0,4 mg. L™ e nitrito 0,1 mg.
L. Cada unidade foi povoada com 320 camardes de peso médio de 3,64
+0,07 g, resultando na densidade inicial de cultivo de 400 camardes m™.

Na primeira semana, os tanques foram fertilizados diariamente
com melago de cana-de-aclcar, mantendo-se a relacdo
carbono/nitrogénio (C/N) 12/1 (AVINMELECH, 2012). O melago era
composto de 55% de carboidratos redutores e 2,7% de proteinas, e a
racdo utilizada possuia 42,7% a 43,7% de proteina bruta. Sendo que, foi
considerado teor de 40% de carbono nos carboidratos, 50% de carbono
na racdo e 16% de nitrogénio nas proteinas da racdo e do melago
(EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006).

A quantidade de melaco diaria era dividida em duas aplicacdes
uma de manha e outra de tarde. A alcalinidade foi mantida acima de 120
mg.L™ CaCO; com aplicacdo do cal hidrata.

A alimentacdo foi fornecida de acordo com a tabela de Van Wyk
e Scarpa (1999). Inicialmente os animais foram alimentados com o
equivalente a 6% da biomassa e esta quantidade foi ajustada
semanalmente de acordo com as biometrias. A ragdo foi fornecida
guatro vezes ao dia (9:00; 12:00, 12:00, 17:00 h), sendo colocado
aproximadamente 30% da quantidade total na bandeja e o restante,
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oferecido a lango. Apds 1,5 h, a bandeja era checada para registro das
sobras (BALOI et al, 2012). As biometrias foram realizadas
semanalmente, com um ndmero amostral de 32 camardes por tanque.

6.4.4  Analise dos parametros indicadores da qualidade de agua

Durante o experimento, o oxigénio dissolvido e a temperatura da
agua foram mensurados duas vezes ao dia (08:30 e 16:30 h) com
oximetro YSI 5908®. A salinidade foi medida uma vez por semana com
refratdmetro (Instrutherm®). Duas vezes por semana, foram analisados a
transparéncia da agua (disco de Secchi), e os sdlidos sedimentaveis
(SS), medido com auxilio de Cone Imhoff (AVNIMELECH, 2007), pH
(pHmetro YSI 100®), alcalinidade, a qual foi medida por titulagdo
(APHA, 2005- 2320 B), aménia total (STRICKLAND; PARSONS
1972), nitrito e fosfato inorganico dissolvido (STRICKLAND;
PARSONS 1972), nitrato por Kit de analise (HACH®, método 8039 de
reducdo do nitrato com cadmio) em espectrofotdmetro (HACH®,
modelo DR 2800).

Os solidos suspensos totais (SST) (APHA 2005-2540 D) e
solidos suspensos volateis (SSV) (APHA 2005-2540 E) foram medidos
pelo método gravimétrico, duas vezes por semana. A andlise de
clorofila-a (APHA 2005-10200 H) foi realizada uma vez por semana. As
leituras foram feitas com espectrofotdbmetro (HACH™, modelo DR
2800), em cubeta de quartzo com 5 cm de caminho 6tico. Para anélise
de SST, SSV e clorofila-a, foi utilizado microfiltro de fibra de vidro
com porosidade de 0,6 p (GF- 6 - Macherey- Nagel®).

6.4.5 Analise microbiol6gica do trato intestinal

Aos 38 dias e 65 dias de cultivo foram realizadas as amostragens
para a analise microbioldgica do intestino médio dos camarfes. Para
tanto, foi formado um pool contendo o intestino de cinco camardes por
tanque. Os intestinos eram pesados e posteriormente macerados em um
graal. Apds maceracao, foi feita a diluicdo seriada até 10° em solucéo
salina 3% estéril, sendo semeado 100 uL em meio de cultura Agar
zobell marine (Agar Marine) para contagem de bactérias heterotroficas
totais e em meio Agar tiossulfato citrato bile sacarose (TCBS) para
contagem de bactérias vibrionéceas.

As placas de Petri semeadas com os meios Agar Marine e TCBS
foram incubadas em estufa microbioldgica a 30°C. Apds 24 h foram
efetuadas contagens totais de unidades formadoras de colénia (UFC/g.
de intestino).
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6.4.6  Andlise histoldgica

Ao termino do experimento foi realizada a coleta do intestino de
camardo para a mensuracdo da histomorfometria, onde amostras da
regido do intestino médio dos camarGes foram coletadas de trés
camardes por unidade experimental. Os fragmentos dos intestinos foram
fixados em solucdo de Davidson por 24 h. ApGs este periodo, foram
colocadas em alcool 70% até o processamento das amostras. Apds a
fixacdo, as amostras foram lavadas e desidratadas em séries crescentes
de etanol. Ap6s a desidratacdo, as amostras foram infiltradas em
historesina (Leica Historesin, Heidelberg, Alemanha). Sec¢bes com 5
pum de espessura foram coradas com hematoxilina e eosina e
fotografadas com o microscopio Epifluorescent (Olympus BX 41),
equipado com sistema de captura Image Q Capture Pro 5.1 Software
(Qimaging Corporation, Austin, TX, Estados Unidos da América). Com
as imagens foram mensurados: comprimento, largura e perimetro das
vilosidades (l) (Figura 4).

Figura 4: Modo de medigdo do perimetro, largura e comprimento do
intestino médio de L. vannamei.
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6.4.7 Parametros zootécnicos

Apos 65 dias, foi realizada uma biometria final de todos os
camar@es de cada unidade experimental para obtencdo dos pardmetros
zootécnicos como o indicado abaixo:

e Ganho de Peso Semanal (g por semana) =
pveso médio final (g)— peso médio inicil (g) %<7

biomassa despescada (kg)

dias de cultivo
: . -3
[ ] =
Biomassa Final (kg. m™) Volume do tanque (m?)

numero final de camardes
p — — X 100
namero inicial de camaroes

biomassa de camardo produzida (kg)

e Sobrevivéncia (%) =

e Eficiéncia Alimentar (EA) = +avio consumida (kg)

6.4.8 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
R. Todos os dados de parametros zootécnicos, analises de qualidade de
agua, microbiol6gicos e histolégicos foram submetidos ao teste de
homocedasticidade (teste de Bartlett). Uma vez verificadas as premissas
de homocedasticidade de variancia, os dados foram submetidos a andlise
de variancia unifatorial, suplementada pelo teste Tukey de separagéo de
médias, ambas ao nivel de significancia de 0,05. Antes de serem
submetidos as andlises estatisticas, 0os dados de sobrevivéncia foram
transformados para arcoseno®®®, os de analise microbiolégica em log10
(x+1).

6.5 Resultados e Discussédo

6.5.1 Parametros de qualidade de agua

N&o foram observadas diferengas significativas entre 0s
tratamentos e o grupo controle nos dados de qualidade de agua (Tabela
2). Onde todos os parametros de qualidade de agua se mantiveram
dentro do ideal para o cultivo de L. vannamei (PONCE-PALAFOX et
al., 1997; VAN WYK; SCARPA, 1999; SCHVEITZER et al., 2013b;
HARGREAVES, 2013).
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Tabela 2: Parametros de qualidade de &gua, de engorda experimental de
Litopenaeus vannamei em sistema superintensivo de bioflocos

microbianos, com dietas suplementadas com Mananoproteina.

Mananoproteina (g. kg™)

12

Parémetros

Controle
Temperatura (°C) 29,5+0,7
Oxigénio (mg. L™) 5,32+0,38
Salinidade 37+3
pH 7,91+0,22
Amdnia total (mg. L ™) 0,4+0,2
Nitrito (mg. L™) 0,3%0,2
Nitrato (mg. L™) 36,6+10,4
Ortofosfato (mg. L™) 4,7+0,9
Alcalinidade (mg. L™) 146+32
Clorofila- a (ug. L™) 2,9+27,7
Transparéncia da agua (cm) 13+2
sst (mg. LY 5,33+2,26
SST? (mg. L™ 580+153
SSF? (mg. L™ 387109
SSV* (mg. L™ 205+48

29,32+0,5 29,33+0,5
5,39+0,35 5,38+0,33

29,69+0,7
5,34+0,31
37+2
7,88+0,28
0,3+0,1
0,4+0,2
40,0+13,4
4,3+0,9
143+36
2,2%+9,2
13+3
5,96+3,57
591+175
383+114
219465

'Solidos sedimentaveis, “Sélidos suspensos totais, *S6lidos suspensos
fixos, “Sélidos suspensos volateis. N&o houve diferenca estatistica

significativa pela anova unifatorial.
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6.5.2 Avaliacdo microbiolégica

A contagem de bactérias heterotréficas totais no intestino médio
ndo mostrou diferenca significativa entre o controle e os tratamentos nas
duas coletas realizadas (Figura 4). O mesmo foi observado por Ramirez
et al. (2013), que ndo observaram diferenca significativa na contagem de
bactérias heterotréficas totais da na engorda em &gua clara de camaréo
marinho, quando alimentados com dieta contendo o prebidtico inulina,
corroborando com os dados encontrados no nosso estudo.

Da mesma forma, ndo foi observada diferenca significativa na
guantidade de vibrios entre os tratamentos e o controle, exceto nos
animais alimentados com 0,2g. kg MP, os quais apresentaram menor
concentracdo de unidades formadoras de coldnias em relagcdo ao
tratamento 1,2g. kg™. Mesmo tendo apresentado uma diferenca na
populacdo de Vibrio spp., ndo foi observado um padrdo de crescimento
da populacdo bacteriana entre os tratamentos e o grupo controle. Isto
pode ter ocorrido devido o cultivo ter sido feito em bioflocos, onde nesta
forma de cultivo tem-se uma maior concentracdo de bactérias
vibrionaceas presente na 4gua (AGUILERA-RIVERA et al., 2014).

Contudo, os estudos realizados até o momento utilizando
prebidtico no carcinicultura foram feitos em agua clara. Zhou, Ding,
Huiyuan, (2007) utilizando fosfoligossacarido (FOS) viu que nas
concentragbes 1,2 e 1,6 g.kg™ tinha uma menor concentracdo de V.
parahaemolyticus no trato intestinal de L. vannamei. Cuong et al.,
(2013) usando copra MOS na concentracdes de 4 a 10 g.kg™, também
notou uma diminuicdo de Vibrio spp nos trato intestinal de L. vannamei,
0 mesmo observado por RAMIREZ et al., (2013) adicionando 5 g. kg™
de inulina na dieta de L. vannamei.
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Figura 5: Concentragdes de Vibrio spp. (A) e bactérias heterotréficas
totais (B) da microbiota intestinal de L. vannamei alimentado com dietas
suplementas com concentracbes diferentes de Mananoproteina,
cultivados em bioflocos. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos e o grupo controle, pelo teste de Tukey
de separacédo de médias (p< 0,05).

6.5.3  Avaliacdo histoldgica

Na anélise de histomorfometria, houve aumento no comprimento,
largura e perimetro das vilosidades intestinais nos tratamentos que
receberam a suplementacdo na dieta com mananoproteina (MP) (Tabela
3). A érea do perimetro das vilosidades intestinais aumentou
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significativamente em camardes alimentados com dietas suplementadas
com 0,8g. kg™t e 1,2g. kg de MP na dieta em relacdo ao controle
(Anexo 5). Este aumento das vilosidades intestinais pode proporcionar
uma melhor retencdo e aproveitamento dos nutrientes da dieta
(SPRING; PRIVULESKU, 1998).

De acordo com Furlan, Macari e Luquetti (2004) este aumento
das vilosidades intestinais pode ter ocorrido devido a um agente tréfico
que estimula o desenvolvimento da mucosa intestinal, ou seja, estimula
0 processo mitdtico na regido cripta-vilo, e como consequiéncia aumenta
0 nlmero de células e tamanho do vilo.

Vérias substancias demonstram agir sobre a mucosa intestinal
como o MOS (mananoligossacarides) e FOS (frutoligossacarideos),
prebidticos, probidticos (ZHANG et al.,, 2012). Onde eles agem
induzindo o mecanismo de transcricdo génica pela ativacdo de enzimas
importantes no processo mitdtico na regido cripta-vilo (FURLAN;
MACARI; LUQUETTI, 2004). Pér exemplo, a inducéo da enzima ODC
(ornitina-descarboxilase) que é uma enzima importante no processo de
proliferacdo celular parece ocorrer quando da presenca de glutamina
(FURLAN; MACARI; LUQUETTI, 2004). Sendo a glutamina o
aminoacido em maior quantidade no tecido muscular e no plasma, sendo
observados importantes efeitos deste aminoacido sobre a reconstitui¢do
da mucosa intestinal, pois é o principal substrato para o
desenvolvimento dos enterécitos (FURLAN; MACARI; LUQUETTI,
2004).

Em estudo avaliando a inclusdo de mananoligossacarideo (MOS)
na dieta de Litopenaeus vannamei também foi registrado um aumento
no comprimento das microvilosidades intestinais com a suplementagéo
de até 2 a 4 g. kg™ na dieta (ZHANG et al., 2012). Em outro estudo,
também avaliando o efeito do MOS na morfologia intestinal de Penaeus
monodon, se observou aumento na integridade do trato intestinal com a
suplementacdo de até 1 a 2 g. kg™ de MOS (SANG, KIEN, THUY
2014). Frangos alimentados durante 21 dias com uma dieta
suplementada com 190 mg. kg™ de mananoproteina, também houve o
aumento no comprimento das vilosidades intestinais do jejuno
(MORALES-LOPEZ et al.,2009). Contudo, ndo hé relato do uso de
mananoproteina em espécies aquaticas.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614002324#bb0260
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614002324#bb0260
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Tabela 3: Histomorfometria do trato intestinal do camardo marinho L.
vannamei cultivado em sistema de superintensivo de bioflocos,
alimentado com diferentes concentracdes do prebiético Mananoproteina
(MP) durante 65 dias.

Histomorfometria Mananoproteina (%6)
Controle (0,00) 0,02 0,08 0,12

381,2 572,1 4723 440,4
+176,9° +1758" +198,6% +147,3*
189,07 300,97 282,35 271,24
+79,48° +134,69"° +9508° +110,42°
712,10 837,38 1007,90 1122,20
+359,9° +322,34% +386,59° + 663,72

Comprimento (um)
Largura (um)

Perimetro (um)

P |etras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
de separacdo de médias (p< 0,05).

6.5.4 Parametros zootécnicos

Foi observado um aumento na sobrevivéncia dos camardes que
receberam a suplementacdo de MP na dieta em relacdo ao grupo
controle. (Tabela 4). Nos demais pardmetros avaliados ndo foram
observados diferencas entre os tratamentos.

O aumento na sobrevivéncia pode estar ligado com os parametros
imunoldgicos, pois o receptor de manose presente na MP é um receptor
endocitico expresso por macrofagos e células endoteliais que reconhece
a propria glicoproteina e ligam ao grupo glicano microbiano (FURLAN;
MACARI; LUQUETTI, 2004). As células dendriticas imaturas também
podem expressar este receptor de manose que facilita a captacdo de
antigenos glicosilados com alta eficiéncia microbiano (FURLAN;
MACARI; LUQUETTI, 2004). Quando ocorre esta ligagdo com a
manose ocorre uma indugdo intracelular da cascata de sinalizagdo que
podem aumentar a producdo de citocinas pré-inflamatérias microbiano
(FURLAN; MACARI; LUQUETTI, 2004).

O MOS por possuir manose é 0 mais documentado nos animais
terrestre como um bom aditivo alimentar, mas também ja tem trabalhos
na aquicultura avaliando o seu efeitos como um imunoestimulante. A
suplementacdo na dieta com outro prebiético como o copra MOS em até
de 3 g. kg™ racdo para pés-larvas de camardo Penaeus semisulcatus
melhorou a sobrevivéncia e o ganho de peso final em relagdo aos
animais ndo suplementados (GENC et al., 2007). Torrecillas et al.,
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(2013) notaram um aumento na sobrevivéncia, ganho de peso final em
robalos europeus (Dicentrarchus labrax) com ragéo contendo 4 g. kg™.
Contudo, outros estudos utilizando prebidticos como inulina,
frutoligossacarideo (FOS), ndo registraram diferenga estatistica nos
parametros zootécnicos (LUNA-GONZALES et al., 2012; RAMIREZ et
al., 2013; ANUTA et al.2014). Em pesquisas realizadas com
suplementacdo de MP para aves e suinos, observou-se que ela age
principalmente como promotor de crescimento, atraves da modulagéo do
sistema imunoldgico e do trato intestinal (HOOGER, CANNOLLY,
2011; EDWARDS et al., 2014).

Porém, cultivos de camardes com altas densidades de estocagem
(acima de 300 camardes m®) podem ser prejudiciais ao crescimento dos
camardes. Krummenauer et al. (2011) usando uma densidade de 450
camardes por m>, teve uma sobrevivéncia de 75,0+ 3,74 e com um
ganho de peso semanal de 0,47+0,09 g. Os indices de sobrevivéncia
obtido por estes autores sdo similares aos nossos resultados para 0 grupo
controle. Contudo, a adicdo de MP na dieta incrementou a sobrevivéncia
dos camarfes em cerca de 10%. Outro estudo de engorda de
Litopenaeus vannamei, utilizando densidade de 459 m™, apresentou
sobrevivéncia de 82,9 £1,6 % com um ganho de peso semanal de
0,64+0,08 g (SCHVEITZER et al., 2013b). A sobrevivéncia deste
estudo é semelhante & encontrada no presente trabalho, contudo o ganho
de peso aqui foi mais elevado, sugerindo que a elevada densidade de
cultivo pode ter afetado no ganho de peso semanal e demonstra-se assim
que a adicdo de MP na dieta aumentou a sobrevivéncia dos camardes,
ndo tendo diferenca estatistica nas doses crescente de MP.
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Tabela 4: Parametros zootécnicos da engorda experimental de
Litopenaeus vannamei, em sistema superintensivo de bioflocos
microbianos, com dietas suplementadas com diferentes concentragdes
de Mananoproteina.

Mananoproteina (%)
Controle (0,00) 0,02 0,08 0,12

Parametros

1253 11,63 11,23 11,77
+0,15 +2,05 0,35 10,23
0,86 0,82 0,87

096001 ,5'21 4005 003
3,01 3,12 3,00 3,14
+0,14 +0,36 0,07 +0,06
7477 8450 8353 8327
+344°  +476° +1,40° +1,70°
0,40 0,35 0,33 0,35
+0,02 +0,06 +0,02 +0,01

Peso final (g)

Ganho de peso semanal
(9. semana™)

Biomassa final (kg. m'3)
Sobrevivéncia (%)

Eficiéncia alimentar

P Diferentes letras na linha indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey com significancia de 0,05.

6.6 Conclusédo

A suplementacdo com mananoproteina na dieta de L. vannamei,
quando cultivado em sistema superintensivo de bioflocos, promove
aumento na sobrevivéncia dos camardes. Adicionalmente, a
suplementacdo dietética na dosagem de 0,8 e 1,2 g. kg” promove
aumento da largura, comprimento e perimetro das vilosidades
intestinais.

Contudo a suplementagdo de mananoproteina na dieta ndo afeta a
microbiota intestinal, eficiéncia alimentar e o ganho de peso final do
camarao.
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7  CONSIDERACOES FINAIS

A mananoproteina mostrou ter um grande potencial para ser
utilizado como prebidtico para o camardo marinho Litopenaeus
vannamei cultivado em sistema superintensivo de bioflocos. Ja que néo
houve incremento no ganho de peso semanal, conversdo alimentar e
biomassa final, sugere-se que sejam feitos estudos de engorda em agua
clara ou usando conversdo alimentar programada, para se avaliar melhor
0 consumo da racdo e o ganho de peso semanal, ja que no presente
estudo ndo foi observado sobra de ragdo nas bandejas.
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ANEXO 1: Ragéo pronta, sem secar na estufa.




ANEXO 2: Mananoproteina, Actigen®.
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ANEXO 3: Unidades Experimentais.
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ANEXO 5: Morfologia do trato intestinal do camardo marinho L.
vannamei, alimentado com dieta contendo diferentes concentracGes de
mananoproteina (MP), cultivados em sistema superintensivo de
bioflocos microbianos.
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